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INVESTIGAÇÃO
Resumo: FUNDAMENTOS: PCR tem sido frequentemente utilizada no diagnóstico molecular da hanseníase. 
OBJETIVOS: comparar os resultados da PCR com 4 pares de primers específicos para Mycobacterium leprae, bem como
os resultados da PCR à classificação operacional, segundo a OMS, de multibacilar (MB) e paucibacilar (PB) da
hanseníase. 
MÉTODO: Vinte e oito amostras de DNA, extraído de biópsias congeladas de pele e de imprint de biópsias em papel de
filtro de 23 pacientes (14 MB e 9 PB), foram utilizadas na PCR com primers que amplificam 131pb, 151pb e 168pb de
regiões de microssatélites, e um fragmento de 336pb do gene Ml MntH (ML2098) do bacilo. 
RESULTADOS: O bacilo pôde ser detectado em 22 (78,6%) das 28 amostras. Nove (45%) das 20 amostras de biópsia e 6 (75%)
das 8 amostras de imprints foram positivas para TTC. Sete (35,5%) amostras de biópsias e 5 (62,5%) imprints foram pos-
itivos para AGT, e 11 (55%) biópsias e 4 (50%) imprints foram positivos para AT. Oito (38%) amostras de biópsias e 5
(62,5%) imprints foram positivos para o gene Ml MntH. Dentre o grupo MB, os microssatélites detectaram o bacilo em
78,5% das amostras, e o gene Ml MntH, em 57,1% das amostras, independentemente do material clínico. No grupo PB,
55,5% das amostras foram positivas para os microssatélites, enquanto que 22,2% o foram para o gene Ml MntH. 
CONCLUSÕES: Estes resultados mostram que, tanto as regiões específicas de microssatélites quanto o gene Ml MntH,
podem representar ferramentas úteis na detecção do Ml MntH por PCR em amostras de biópsias e imprint de biópsias.
Palavras-chave: Hanseníase; Mycobacterium leprae; Reação em cadeia da polimerase; Repetições de microssatélites
Abstract: BACKGROUND: The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique has been frequently used in the molecular
diagnosis of leprosy. 
OBJECTIVES: To compare the results of PCR with four pairs of Mycobacterium leprae specific primers as well as to compare
these results to multibacillary (MB) and paucibacillary (PB) leprosy according to the WHO operational classification. 
METHOD: 28 DNA samples, collected from the frozen skin biopsies and biopsy imprints on filter paper of 23 patients
(14 MB and PB 9), were examined for PCR using primers which amplify 131, 151 and 168bp of specific microsatellite
regions and a 336 fragment of the Ml MntH (ML2098) gene. 
RESULTS: M.leprae bacillus could be detected in 22 (78.6%) of the 28 samples. 9 (45%) of the 20 biopsy samples and 6
(75%) of the 8 imprints were positive to TTC. 7 (35.5%) skin biopsy specimens and 5 (62.5%) imprints were positive
to AGT, and 11 (55%) biopsies and 4 (50%) were positive to AGT. 11 (55%) skin biopsies and 4 (50%) imprints were
positive to AT. 8(38%) skin biopsies and 5 (62.5%) imprints were positive to the Ml MntH gene. In the MB group, the
microsatellites detected the bacillus in 78.5% of the samples, and the Ml MntH gene in 57.1% of the samples, independent
of the clinical material. In the PB group 55.5% of samples were positive to the microsatellite primers, while 22.2% were
positive to the Ml MntH gene. 
CONCLUSIONS: These results show that both the specific regions of microsatellites, as well as the Ml MntH gene fragment
can be useful tools for detecting the M. leprae DNA by PCR in frozen skin biopsy samples and filter paper biopsy imprints.
Keywords: Leprosy; Mycobacterium leprae; Microsatellite nepeats, polymerase chain Reaction
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INTRODUÇÃO
Mycobacterium leprae é um bacilo álcool-ácido
resistente (BAAR) intracelular obrigatório, patógeno
da hanseníase, doença que afeta principalmente os
nervos periféricos e a pele. Embora a hanseníase seja
controlada efetivamente pela multidrogaterapia
(MDT), ainda se têm detectado casos novos em
regiões do mundo onde permanece endêmica.1
Devido ao fato de o bacilo não ser cultivado em meios
artificiais, a sua identificação nas amostras clínicas
tem sido problemática.2 Assim, a PCR mostra-se uma
técnica sensível e específica para a identificação de M.
leprae, assumindo grande importância no diagnóstico
da hanseníase, principalmente na forma paucibacilar
(PB) e nos contactantes. 3,4 Sequências alvos para a
amplificação do DNA de M. leprae, como os genes
que codificam as proteínas de 65, 36 e 18kDa, e
sequências repetitivas têm sido as mais utilizadas para
o diagnóstico etiológico da hanseníase e, muitas
vezes, têm se mostrado mais sensíveis e específicas do
que o exame baciloscópico rotineiramente utilizado.3 
Neste estudo, 4 pares de primers específicos
para a identificação de M. leprae, sendo 3 específicos
para regiões de microssatélites do bacilo, e um espe-
cífico para uma sequência interna do gene transporta-
dor de íons Ml MntH, foram utilizados em amostras
de pacientes com hanseníase.4 Deste modo, pretende-
mos determinar os resultados da PCR com os 4 pares
de primers para a identificação do bacilo em amostras
de biópsias de pele e imprint de biópsias, assim como
comparar os resultados da PCR à classificação opera-
cional, segundo a OMS, de multibacilar (MB) e pauci-
bacilar (PB) da hanseníase.
MATERIAL E MÉTODOS
Amostras:
Foram utilizadas 28 amostras de 23 pacientes
com hanseníase, seguidos no Ambulatório de
Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirão Preto - USP (HC-FMRP-USP),
de 2002 a 2009. Dessas, 20 amostras de biópsia de
pele foram realizadas com punch 4 mm e congeladas
a -80oC, e 8 amostras de imprint da porção dérmica
da biópsia foram coletadas em papel de filtro no
mesmo momento da realização das biópsias de pele,
e estocadas a 4oC. Dentre os 23 pacientes, 14 perten-
ciam ao grupo multibacilar (MB), com baciloscopias
positivas em amostras de linfa de orelhas, joelhos e
cotovelos, e na biópsia de pele (11 amostras de bióp-
sias de pele e 6 imprints), e 9, ao grupo PB (9 bióp-
sias e 2 imprints), com baciloscopias negativas.
Exceto duas amostras de imprint de biópsia, que
foram coletadas no início da MDT para a hanseníase,
as demais amostras foram obtidas de pacientes vir-
gens de tratamento. O estudo foi previamente aprova-
do pelo Comitê de Ética do HC-FMRP-USP, processo
nº 2609/2006. As amostras coletadas anteriormente a
2006 pertencem ao Banco de Amostras do
Laboratório Multiusuário de Biologia Molecular do
Departamento de Clínica Médica, FMRP-USP, aprovado
pelo CEP sob o registro nº 3605/2006.
Extração do DNA de biópsias de pele e de
imprints de biópsias: 
Para a extração do DNA, a amostra de pele foi
digerida com 1,0 mL de buffer de digestão 1x [0,1M
tris pH 8,0; 0,1M EDTA; 1% SDS; 20 mg/mL de protei-
nase K (PK)], a 55oC, com agitação, overnight. No dia
seguinte, a PK foi inativada a 95°C por 10 minutos e
uma mistura 1:1 de fenol-clorofórmio foi adicionada
ao lisado com um volume final de 1,0mL, invertendo-
se o tubo gentilmente. Centrifugou-se a 14.000 rpm
por 2 minutos em temperatura ambiente e transferiu-
se o sobrenadante para um tubo novo. Foram adicio-
nados então 500μL de clorofórmio, o tubo invertido
gentilmente e a amostra centrifugada a 14.000 rpm por
2 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido cuidadosamente para um tubo novo para
evitar a aspiração da fase branca de separação (proteí-
nas) e adicionado 1,0mL de etanol absoluto gelado; o
tubo foi invertido gentilmente e levado a -20°C por 1h.
Após este período, o material foi centrifugado a 14.000
rpm por 30 minutos, 4°C, e o sobrenadante descarta-
do por inversão em papel de filtro. O sedimento foi
lavado em 500μL de etanol 70% gelado e a amostra
novamente centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA, secado
por centrifugação a vácuo por aproximadamente 15
minutos. Após esse período o DNA foi redissolvido em
50μL de água deionizada esterilizada (H2Odd). 
As amostras de imprint foram recortadas assep-
ticamente do papel de filtro, embebidas em 50uL de
H2Odd, e incubadas a 95
oC em banho seco por 15
minutos sob agitação. O sobrenadante obtido foi utili-
zado diretamente na PCR.
PCR:
As sequências dos primers utilizadas neste estu-
do estão relacionadas na tabela 1. A solução de rea-
gentes para a PCR incluiu: 0,25mM de dNTP, 1U de
Taq DNA polimerase (InvitrogenTM), 2,0mM de MgCl2,
tampão de PCR 1x, 40μM de cada primer
(InvitrogenTM), e 0,5 μg da amostra de DNA, perfa-
zendo um volume final de 25μL. 
Para a identificação do bacilo M. leprae:
Para identificar o bacilo M. leprae nas amostras
clínicas dos pacientes, foram utilizados três pares de
primers específicos, que codificam regiões dos
microssatélites TTC, AGT e AT (Young et al., 2004)4, e
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um par de primers que amplifica uma sequência inter-
na do gene transportador de manganês Ml MntH do
bacilo.4 O ciclo utilizado para os microssatélites foi de
“Hot-Start” PCR. Após a desnaturação inicial do DNA a
95°C por 10 min, a reação prosseguiu com 43 ciclos
constituídos por: desnaturação a 95°C por 10s, anela-
mento a 58°C por 30s, extensão a 72°C por 30s, segui-
da por extensão final a 72°C por 2 min. 
Para a amplificação do gene Ml MntH, foi por
nós desenhado um par de primers específicos para a
sequência de 336pb do gene Ml MntH do bacilo M.
leprae. Salienta-se que este par de primers não ampli-
fica sequências gênicas do tecido ou do sangue huma-
no, pois são específicos, segundo consulta ao
GenBank AL583924.1; gi 13093618. Com auxílio dos
programas Oligo Explorer, Oligo Analyser 1.1.0
(Copyright(C) 2000-2002, Teemu Kuulasmaa) e Gene
Runner 3.05 (Hastings Software, Inc. Copyright(c),
1994), os primers forward MntH1 (5’-3’)
CGGCTTCACGTCCAGTTTCTTC e reverse MntH2 (5’ -
3’) TAAGTGCCCTCGATGTAAGCGG foram desenha-
dos a partir da sequência completa do gene Ml MntH
(1281 pb), obtida no Genbank (NC_002677). A tem-
peratura de anelamento utilizada foi de 60°C (94°C
por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 45s,
72°C por 1 min, seguidos por 7 min a 94°C). 
Para o controle da especificidade da reação, utili-
zou-se amostra de cultura de Mycobacterium tuberculo-
sis. Para o controle negativo, o DNA foi excluído da reação. 
Análise Estatística: 
A comparação dos resultados das PCRs para os
4 pares de primers entre os grupos foi feita pelo teste
Kappa. Esta análise comparativa foi feita on-line com
auxílio do software Kappa Calculator, Universidade da
Columbia, USA (Disponível em: http://peo-
p l e . d b m i . c o l u m b i a . e d u / h o m e p a -
ges/chuangj/kappa/calculator.htm). 
RESULTADOS
Os resultados da PCR realizada com DNA extraí-
do das amostras de biópsia e de imprint de biópsias
com os primers para microssatélites e gene Ml MntH
estão mostrados nas figuras 1, 2 e 3.
O bacilo M. leprae pôde ser detectado em 22
(78,6%) das 28 amostras testadas, sendo que 21 (75%)
puderam ser detectadas por todos ou algum dos 3
microssatélites, e 13 (46,42%) pelos primers que ampli-
ficam o gene Ml MntH do bacilo M. leprae, independen-
temente do material biológico ou grupo pertencente.
Das 20 amostras de biópsia de pele, 9 (45%) foram posi-
tivas para o microssatélite TTC (8 pertencentes ao
grupo MB e 1, ao grupo PB), 7 (35%) para o microssa-
télite AGT (5 amostras do grupo MB e 2, do grupo PB),
e 11 (55%) para o microssatélite AT (6 amostras do
grupo MB e 5, do grupo PB). No que diz respeito às
amostras de imprint de biópsias, das 8 amostras proces-
sadas, 6 (75%) foram positivas para o microssatélite
TTC, 5 (62,5%), para AGT e 4 (50%), para AT. Todas as
amostras positivas pertenciam ao grupo MB (Tabela 2). 
Em relação aos primers que amplificam o frag-
mento do gene Ml MntH, das 20 amostras de biópsias,
10 (50%) tiveram a PCR positiva para o gene, sendo
que 3 pertenciam ao grupo PB. Cinco (62,5%) das 8
amostras de imprint de biópsias foram positivas para
o gene Ml MntH. Nenhuma amostra de imprint de
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Motif de Localização no Genes Adjacentes Primer Sequência Fragmento (pb)
repetição genoma
TTC 2785432-2785494 ML2345 TTC-F2 CGTTGGGTTCGATCGAATCGA 131
(2786390-2786807) TTC-R2 GCACGCCGACGGGAATAAGT
(pseudo)a
AGT 2583816-2583839 ML2173 AGT-F2 ATCAACGCTGCGGTTTCGCAG 151
(2584381-2584584) AGT-R2 ATATGCATGCCGGTGGTGTGCT
(pseudo)
AT 948935-948964 ML0798 AT-F1 CAATATGCGGGTTGGCGCTTCTG 168
(948302-946524) AT-R1 CCGTCTGGCTCGATGGCTGGATTC
(hip)b
Ml MntH ML2098 -- mntH1 CGGCTTCACGTCCAGTTTCTTC 336
mntH2 TAAGTGCCCTCGATGTAAGCGG
TABELA 1: Localização genômica dos microssatélites e do gene mntH, e respectivos primers utilizados na PCR
para a identificação do bacilo M. leprae nas amostras de biópsia de pele e imprint de biópsia de pacientes com
hanseníase
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biópsia do grupo PB foi positiva na pesquisa do gene
MntH (Tabela 3).
A análise comparativa das PCRs com os primers
que amplificam os microssatélites e o gene Ml MntH
foi concordante em 14 (50%) amostras testadas
(K=0,428, P<0,001; IC95% = 0,277 ≤ K ≤ 0,529).
No que diz respeito ao grupo MB, o desempenho
dos primers AGT e MntH foi semelhante tanto nas amos-
tras de biópsia de pele quanto nas de imprint de bióp-
sia. A melhor detecção para o grupo MB nas biópsias e
imprint de biópsia foi com a utilização dos primers que
amplificam o microssatélite TTC (72,7% e 100%, respec-
tivamente). A PCR com os primers que amplificam o
gene Ml MntH foi positiva em 45,4% das amostras de
biópsia, e em 5 (83,3%) das 6 amostras de imprints tes-
tadas. O teste foi razoavelmente concordante para todos
os pares de primers testados nas biópsias de pele
(36,4%) (K=0,290; P = 0,019; IC95%= 0,049 ≤ K ≤
0,531) e em 66,7% para as amostras de imprint
(K=0,411; P = 0,014; IC95%= 0,084 ≤ K ≤ 0,737). 
Já no grupo PB, o melhor desempenho resul-
tou para os primers que amplificam o microssatélite
AT (44%). A PCR com o par de primers que amplifi-
cam o gene Ml MntH foi positiva em 2 (22%) amos-
tras, igualando-se à sensibilidade do primer AGT. A
comparação dos resultados da PCR com os primers
que amplificam as regiões de microssatélites e os pri-
mers que amplificam o gene Ml MntH foi razoavel-
mente concordante (22%), de acordo com a classifi-
cação de Landis e Koch (1997) (K=0,16; P=0,238;
IC95%= -0,106 ≤ K ≤ 0,437).
FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 2,0% para identificação
do bacilo M. leprae em amostras de pele com os pares de primers
para os microssatélites TTC, AGT e AT. A amplificação resultou em
fragmentos de 131, 151 e 168pb, respectivamente. M: marcador
molecular 100pb. A diferença entre os tamanhos das bandas
amplificadas se dá pela diferença no anelamento do microssatélite
em questão. M: marcador molecular 100pb
FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose 2,0% para identificação
do bacilo M. leprae em amostras de imprints de biópsias com os
pares de primers para os microssatélites TTC, AGT e AT. A amplifi-
cação resultou em fragmentos de 131, 151 e 168pb, respectiva-
mente. A diferença entre os tamanhos das bandas amplificadas se
dá pela diferença no anelamento do microssatélite em questão. M:
marcador molecular 100pb
Multibacilar Paucibacilar
Grupos BIÓPSIA IMPRINT BIÓPSIA IMPRINT
PCR TTC(%) AGT(%) AT(%) TTC(%) AGT(%) AT(%) TTC(%) AGT(%) AT(%) TTC(%) AGT(%) AT(%)
Positiva 8(72,7) 5(45,4) 7(63,6) 6(100) 5(83,3) 4(66,7) 1(11,1) 2(22,2) 4(44,4) 0(0) 0(0) 0(0)
Negativa 3(27,3) 6(54,6) 4(36,4) 0(0) 1(16,7) 2(33,3) 8(88,9) 7(77,8) 5(55,6) 2(100) 2(100) 2(100)
TOTAL 11 11 11 6 6 6 9 9 9 2 2 2
TABELA 2: Resultado da PCR para pesquisa dos microssatélites do bacilo M. leprae em biópsias de pele e
imprint de biópsia segundo os grupos multi e paucibacilar da hanseníase
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DISCUSSÃO
Até o momento, nenhum teste específico e sen-
sível está disponível para o diagnóstico da hanseníase
assintomática ou para predizer a progressão para a
hanseníase entre os indivíduos expostos.5 Assim, a
necessidade de se encontrar ferramentas moleculares
não só para a diferenciação entre as micobactérias,
mas também para a identificação do bacilo M. leprae
faz-se urgente em vista dos altos níveis de detecção de
casos novos da doença.1
Neste sentido, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o método da PCR para detecção do bacilo
M. leprae em amostras clínicas de biópsia de pele e
imprints de biópsias. Os resultados da PCR, utilizan-
do primers específicos para os microssatélites TTC e
AT em amostras do grupo MB, apresentaram melhor
desempenho, quando comparados ao gene Ml MntH,
o qual, por sua vez, apresentou desempenho similar
aos primers AGT neste grupo. Apesar de a concordân-
cia estatística entre as PCRs do grupo MB não ter tido
diferença significativa, 9 das 11 amostras de biópsias
de pele foram positivas para 1 ou 3 microssatélites,
enquanto o par de primers que amplificam o gene Ml
MntH foi capaz de detectar a presença do bacilo em 5
das 11 amostras testadas, sendo que uma delas não
fora identificada pelo primer TTC. Diferentemente do
que ocorrera nas amostras de biópsias, o par de pri-
mers do gene Ml MntH foi capaz de amplificar 5 das 6
amostras de imprint de biópsias, as quais foram posi-
tivas para o par de primers TTC, mostrando desempe-
nho melhor do que o par de primers AT, que amplifi-
cou somente 4 das amostras testadas.
Atualmente, o diagnóstico da hanseníase é
baseado em achados de exame clínico e na detecção
do BAAR (baciloscopia) em raspados das lesões hansê-
nicas e em outros sítios selecionados para a coleta,
como lóbulos auriculares, cotovelos e joelhos. Esses
resultados são expressos em índice baciloscópico, con-
siderado hoje o método quantitativo de avaliação mais
correto, rápido e usual na leitura da baciloscopia da
hanseníase (MS/SPS, Brasil). Para se aplicar a técnica
da PCR como diagnóstico para hanseníase em termos
clínicos, deve-se comparar cuidadosamente os resulta-
dos deste teste com os resultados obtidos pela bacilos-
copia, tanto da linfa quanto da biópsia de pele.6
Os primers testados para diagnóstico neste tra-
balho foram anteriormente utilizados para mapeamen-
to epidemiológico do bacilo M. leprae em populações
da Índia, Indonésia, Filipinas, dentre outros.4,7,8 Porém,
a utilização desses primers não tem sido aplicada roti-
neiramente devido à dificuldade de se obter amostras
do DNA genômico a partir do material clínico.1
Em contrapartida, o uso de sequências repetiti-
vas como alvos de DNA na PCR proporciona aumento
da sensibilidade do teste, uma vez que essas sequências
encontram-se em vários sítios do DNA genômico. 2
Em resumo, a PCR com primers para os micros-
satélites diagnosticou o bacilo em 18/23 (78,3%)
pacientes, enquanto que a PCR com primers para o
gene Ml MntH foi capaz de diagnosticar 10/23 (43%)
pacientes. Dentre os pacientes do grupo MB, os
microssatélites detectaram o bacilo em 78,5% (11/14)
das amostras, e o gene Ml MntH em 57,1% (8/14) das
amostras, independentemente do material clínico. A
FIGURA 3: Eletroforese em gel de agarose 2,0% para identificação
do gene Ml MntH em amostras de biópsia e imprint de biópsia. A
amplificação resultou em fragmento de 336pb. A amostra 544 foi
usada como controle positivo nesta reação. C-: reação com
exclusão de DNA; C+: plasmídio pBADp16LC, contendo o gene
mntH; TB: cultura de M. tuberculosis; M: marcador molecular
100pb
Grupos
Multibacilar Paucibacilar
PCR BIÓPSIA(%) IMPRINT(%) BIÓPSIA(%) IMPRINT(%)
Positiva 5 (45,4) 5 (83,3) 2 (22,2) 0 (0)
Negativa 6(54,6) 1 (16,7) 7 (77,8) 2(100)
TOTAL (n) 11 6 9 2
TABELA 3: Resultado da PCR para pesquisa do gene Ml mntH do bacilo M. leprae em biópsias de pele e imprint
de biópsia, segundo os grupos multi e paucibacilar da hanseníase
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positividade da PCR para os microssatélites em amos-
tras de biópsia do grupo MB é semelhante àquela rela-
tada para alvos como o gene pra ou 16S rRNA, que
mostrou valores positivos em torno de 70 a 80%,
porém, foi superior (microssatélites) ou igual (gene
Ml MntH) a alguns estudos que utilizam sequências
repetitivas RLEP como alvo para diagnóstico, os quais
mostraram 54 a 74% de positividade nos testes.2, 6,9-14
No grupo PB, 55,5% (5/9) das amostras foram
positivas para os microssatélites enquanto que 22,2%
(2/9) o foram para o gene Ml MntH. Estas amostras de
biópsia tiveram positividade maior quando compara-
da à literatura. 9, 15, 16
No que diz respeito às amostras de imprint de
biópsia do grupo MB, a PCR com primers para os
microssatélites foi capaz de identificar o bacilo em
66,7 a 100% das amostras, porém não resultou positi-
va para duas amostras do grupo PB. Estes dados  mos-
traram-se superiores aos relatos de resultados de PCR
em amostras de linfa. 2, 9, 10, 15, 17
CONCLUSÕES
Este estudo mostra que os primers para
sequências de microssatélites são mais efetivos para a
amplificação das amostras de DNA de biópsia de pele
do que os primers para o gene Ml MntH no grupo MB.
Porém, os resultados foram similares no que diz res-
peito ao grupo PB. Estes achados sugerem que ambos
os alvos associados podem tornar-se ferramentas úteis
na identificação do bacilo causador da hanseníase em
amostras clínicas, como biópsias congeladas e
imprints de biópsias. 
